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Resumen: El Sindrome de Netherton (SN) es un trastorno autosémico recesivo que presenta una prevalencia
aproximada de 1 por cada 200.000 nacimientos. Los recién nacidos que padecen SN exhiben eritrodermia
ictiosiforme congénita generalizada, un defecto estructural del pelo denominado trichorrhexis invaginata o pelo
de bambu y manifestaciones atépicas de piel. Aunque el SN tiene una tasa de mortalidad del 20% durante el
primer afo de vida, los sintomas pueden mejorar con la edad y generalmente los pacientes acaban
desarrollando una condicion mas leve denominada ictiosis lineal circunfleja. EI SN es causado por mutaciones
en el gen SPINKS5 (Serine Protease Inhibitor Kazal-type 5) que codifica para LEKTI (Lympho-Epithelial Kazal-
Type-related Inhibitor), un inhibidor de serina proteasas expresado en la epidermis y otros epitelios
estratificados. Se ha descrito que LEKTI inhibe varias proteasas que incluyen miembros de la familia de
peptidasas relacionadas con la calicreina (KLKs), principalmente KLK5, KLK7 y KLK14. A su vez, la actividad
desregulada de KLK5, y posiblemente también de KLK7, se considera una causa importante en la patologia de
SN. En la epidermis de los pacientes de SN, KLKS5 inicia una cascada proteolitica por activacion de KLK7 y
KLK14 que conduce a la degradacion de las proteinas corneodesmosomales desmogleina-1 (DSG1),
desmocolina-1 (DSC1) y corneodesmosina (CDSN), provocando un desprendimiento prematuro del estrato
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cérneo (SC) que contribuye de forma adicional a agravar los defectos de la barrera cutanea. KLK5 y KLK14
también son responsables de estimular sefales proinflamatorias y proalérgicas a través de la activacion de
PAR2 (Proteinase-Activated Receptor 2), y KLK5 y KLK7 participan en la maduracion de péptidos
antimicrobianos de la familia de las catelicidinas. Por lo tanto, LEKTI coordina varios eventos proteoliticos
importantes en la fisiologia epidérmica y su ausencia provoca la desregulacion de multiples vias en el SN. El
objetivo principal de esta tesis doctoral ha sido el desarrollo y caracterizacion de diferentes modelos para el SN,
tanto organotipicos in vitro como modelos humanizados en piel in vivo, con el objeto de profundizar en el
conocimiento de las bases patoldgicas de la enfermedad. Ademas, estos modelos constituyeron una
herramienta de gran valor para el desarrollo y validacién de distintas aproximaciones terapéuticas para la
reversion del fenotipo cutaneo. Para el desarrollo de los modelos humanizados se obtuvieron queratinocitos y
fibroblastos a partir de una pequena biopsia de piel, que fueron ensamblados tras su expansiéon en un
equivalente cutaneo mediante bioingenieria de tejidos, y posteriormente trasplantados a ratones
inmunodeficientes. Uno de los modelos se genero a partir de una biopsia de piel de paciente de SN, y el otro a
partir de una biopsia procedente de donante sano, donde los queratinocitos fueron modificados mediante
técnicas de edicion génica utilizando el sistema de nucleasas CRISPR/Cas9 para la eliminacion funcional de
SPNKS5. A partir de las mismas células, queratinocitos y fibroblastos, se desarrollaron modelos equivalentes de
cultivos organotipicos in vitro. La caracterizacion de los diferentes modelos generados determind que, en
conjunto, reproducen las principales caracteristicas histopatolégicas de la enfermedad y corroboran las bases
moleculares implicadas en las manifestaciones clinicas presentes en esta genodermatosis. Ademas, se testé
una estrategia terapéutica para la recuperacion de expresion de SPINK5 mediante terapia génica, la cual
demostrd que al restaurarse la expresion de la proteina LEKTI en epidermis se recupera el fenotipo normal de la
piel. Estos nuevos modelos experimentales sirvieron también para validar la eficacia de otra aproximacion
terapéutica basada en la aplicacion tépica del inhibidor de proteasas SFTI-110H (Sunflower Trypsin Inhibitor).



